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III. METODE PENELITIAN 
3.1 Waktu Dan Tempat Penelitian 
Kegiatan penelitian ini dilaksanakan pada bulan November sampai Mei 2019 
dilakukan di Laboratorium Agronomi Universitas Muhammadiyah Malang. 
3.2 Alat Dan Bahan 
3.2.1 Alat 
Alat yang digunakan dalam penelitian terdiri dari alat pertanian, alat 
dokumentasi, alat tulis, kantong plastik transparan volume 3 kg, mikroskop, 
autoclave, beaker gelas 1000 ml, cawan petri, erlenmeyer, jarum ose (steril), scalpel, 
korek api, pingset, masker, lampu bunsen, plastic wrap, jarum ose, nampan plastic, 
cutter stainless (scapel), kompor, panci, penggaris, timbangan analytic, alat pengaduk 
(spatula), pisau, gunting, botol duran, bor gabus. 
3.2.2 Bahan 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari sembilan genotip lokal 
sorgum yaitu Pasuruan, Lamongan 1, Lamongan 2, Tuban, Sampang 1, Sampang 2 , 
Tulungagung 1, Tulungagung 2 dan Jombang, jaringan tanaman yang diambil harus 
sehat (akar, batang, daun), dan daun yang sakit bergejala antraknosa , agar 20 gr, 
dextrose 18 gr, kentang 200 gr, aquades, alcohol 70%,  spritus, tisu steril, alumunium 
foil. 
3.3 Metode Penelitian 
Penelitian ini menggunakan metode eksploratif dan deskriptif dengan 1 faktor 
menggunakan sembilan genotip berikut kode genotip pada tabel 3: 
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Tabel 1. Kode Genotip 
Kode genotip (G) Daerah asal 
Genotip G1 Genotip Pasuruan 
Genotip G2 Genotip Lamongan 1 
Genotip G3 Genotip Lamongan 2 
Genotip G4 Genotip Tuban 
Genotip G5 Genotip Sampang 1 
Genotip G6 Genotip Sampang 2 
Genotip G7 Genotip Tulung Agung 1 
Genotip G8 Genotip Tulung Agung 2 
Genotip G9 Genotip Jombang 
lahan pertanaman berbentuk bedengan dengan jumlah 27 bedengan  masing-
masing genotip diulang 3 ulangan per plot ada 21 tanaman dipilih 5 sampel setiap 
genotip. Dengan luas lahan lebar 710 cm dan panjang 505 cm. Berikut denah 
penelitian : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar  5. Denah Plot Penelitian 
Keterangan :  
U1, U2, U3 : Ulangan 
A : Jarak Antar Ulangan 100 Cm 
B : Jarak Antar Tanaman 25 Cm 
C : Jarak Antar Genotip 30 Cm 
D : Jarak Antar Baris 75 Cm 
E : Jarak Bedengan Ke Parit 30 
Cm 
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3.4 Pelaksanaan Penelitian 
3.4.1 Persiapan Tanaman Sorgum di Lapang 
Bahan tanam yang digunakan diambil dari jaringan tanaman keprasan pertama 
tanaman sorgum (Gambar Lampiran 1a). 
3.4.2 Pelaksanaan di Laboratorium 
A. Pembuatan Media 
Metode pembuatan media Water Agar (WA) sesuai dengan yang dilakukan 
dengan Nurbaya et. al. (2014) sebagai berikut : 
1) Menimbang Agar sebanyak 10 gram (Gambar Lampiran 1c).  
2) Memasukkan Agar ke dalam gelas kimia ukuran 500 ml dan tambahkan 
aquades sampai mencapai volume 500 ml. 
3) Memasukkan gelas kimia ke dalam panci yang berisi air seperlunya dan 
dipanaskan diatas kompor sambil diaduk hingga menjadi homogen. 
4) Selanjutnya, media di masukkan pada erlenmeyer dengan menggunakan 
kapas, dan diselimuti dengan alumunium foil atau kertas. 
5) Menstrerilkan media dengan menggunakan autoclave bertekanan 1 atm, 
dengan suhu 121oC selama 30 menit. 
Metode pembuatan media Potato Dextrose Agar (PDA) sesuai dengan 
penelitian Herawati et. al. (2015) sebagai berikut : 
1) Mengupas kentang hingga bersih, cuci dan memotong kentang 200 gram 
(Gambar Lampiran 1d). 
2) Memasukan kentang pada panci yang berisi 1 liter aquades, mendidihkan 
diatas kompor kir-kira 15-20 menit (Gambar Lampiran 1e). 
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3) Memisahkan kentang dengan larutannya, disaring agar larutan kelihatan 
bersih. 
4) Menambahkan aquades pada larutan sampai mencapai 1 liter larutan PDA. 
5) Setelah larutan benar-benar bersih memasukkan dalam panci, memanaskan 
kembali dengan api kecil menambah dextrose 18 gr, agar 20 gr dan 
cloropenikol 1 kapsul sebagai anti bakteri sambil diaduk perlahan. 
6) Selanjutnya, media di masukkan pada botol duran dengan menggunakan 
alumunium foil dan plastic (Gambar Lampiran 1f). 
7) Menstrerilkan media dengan menggunakan autoclave bertekanan 1 atm, 
dengan suhu 121oC selama 30 menit. 
B. Teknik Eksplorasi  
Teknik eksplorasi jamur patogen dan endofit menggunakan metode penelitian 
Kurnia et. al. (2014) sebagai berikut : 
(a) Jamur Patogen 
1) Memilih bagian daun tanaman sorgum yang terkena penyakit antraknosa di 
lapang. 
2) Jaringan tanaman dicuci dengan air mengalir, di lap dengan tisu setelah itu di 
semprot kembali dengan alkohol di lap lagi dengan tisu. 
3) Dilakukan pemotongan secara dadu dengan ukuran ± 1×1 cm.  
4) Kemudian melakukan sterilisasi bertingkat bagian permukaan dengan cara 
merendam alkohol selama 1 menit selamat 2 kali, lalu melanjutkan dengan 
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mencuci dengan aquades sebanyak 2 kali cara ini digunakan untuk masing-
masing bagian jaringan tanaman. 
5) Sampel jaringan tanaman sorgum tersebut di keringkan di atas tisu (Gambar 
Lampiran 2b). 
6) Kemudian potongan jaringan tanaman tersebut diisolasi dalam cawan petri 
yang berisi media PDA (potato dextrose agar). 
7) Mengisi masing-masing petri dengan minimal 5 potong jaringan tanaman 
pada petri yang berbeda. 
8) Menginkubasi sampai ± 7-14 hari atau sampai muncul tanda-tanda patogen. 
(b) Jamur Endofit  
1) Memilih tanaman sorgum yang sehat di lapang berupa akar, batang, daun 
dengan kondisi warna seragam dan tidak ada cacat baik bercak maupun 
gigitan serangga (Gambar Lampiran 1g). 
2) Jaringan tanaman dicuci dengan air mengalir, di lap dengan tisu (Gambar 
Lampiran 2b). 
3) Memotong dadu jaringan tanaman sekitar 4 cm kemudian melakukan 
sterilisasi bertingkat bagian permukaan dengan cara merendam pada Naocl, 
alkohol kurang lebih 1 menit di ulang 2 kali, lalu melanjutkannya dengan 
mencuci dengan aquades sebanyak 2 kali cara ini digunakan untuk masing-
masing bagian jaringan tanaman (Gambar Lampiran 2a). 
4) Akar, batang, daun di potong sekitar 1 x 1 cm (Gambar Lampiran 2c).  
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5) Pada penyesterilan terakhir pada aquades diambil 1 ml di tumbuhkan pada 
media PDA. 
6) Sampel jaringan tanaman sorgum tersebut di keringkan di atas tisu steril 
(Gambar Lampiran 2b). 
7) Kemudian potongan jaringan tanaman tersebut diisolasi dalam cawan petri 
yang berisi media water agar WA (Gambar Lampiran 2d). 
8) Mengisi masing-masing petri dengan minimal 5 potong akar, batang, daun 
pada petri yang berbeda . 
9) Menginkubasi sampai ± 7-14 hari atau sampai muncul tanda-tanda cendawan. 
C. Pemurnian Hasil Eksplorasi 
Teknik pemurnian jamur patogen dan endofit menggunakan metode penelitian 
Tirtana et. al. (2013) sebagai berikut : 
1) Jaringan tanaman yang sudah di tumbuhi cendawan di pindah ke media PDA. 
2) Setelah tumbuh dan tidak terkontaminasi, dipindah lagi ke media PDA di petri 
(Gambar Lampiran 2e). 
3) Menunggu cendawan tumbuh kira-kira 7 hari. 
D. Identifikasi Cendawan  
Teknik identifikasi jamur patogen dan endofit menggunakan metode 
penelitian Tirtana et. al. (2013) sebagai berikut : 
a). Jamur Patogen dan Jamur Endofit 
1) Menyiapkan alat dan bahan yang diperlukan. 
2) Mengamati karakterisasi  bentuk makronidia dan mikronidia. 
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3) Bagian  tubuh  jamur diambil sedikit dan diletakkan di atas kaca preparat yang 
telah ditambahkan sedikit aquades (Gambar Lampiran 2f). 
4) Kaca preparat ditutup dengan  cover glass dan diamati dengan mikroskop 
(Gambar Lampiran 2g). 
5) Diamati pertumbuhannya secara mikroskopis dengan bantuan mikroskop 
(Gambar Lampiran 2h). 
E. Uji Hipovirulensi  
1) Melakukan persiapan bahan tanam biji sorgum. 
2) Menanam jamur patogen yang berisi media PDA pada botol kultur, setelah 
jamur patogen memenuhi botol, menanam biji sorgum pada botol (Gambar 
Lampiran 3c). 
3) Melakukan hal yang sama tetapi tidak diperlakukan atau sebagai control 
(Gambar Lampiran 3d).  
F. Uji Antagonis In-Vitro 
1) Membuat bulatan pada isolat jamur endofit dan Colletotrichum sp dengan 
menggunakan bor gabus ukuran 0,5 cm (Gambar Lampiran 3a). 
2) Mengambil inokulum jamur endofit (antagonis) dan Colletotrichum sp 
(patogen) dengan menggunakan skalpel atau jarum ose, lalu diletakkan pada 
media PDA dalam petridisk (Gambar Lampiran 3b). 
3) Diinkubasikan selama 7 hari pada suhu kamar. 
4) Kedua jamur siap digunakan untuk uji antagonis. 
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5) Menyiapkan media PDA pada petridisk, beri tanda pada bagian bawah 
petridisk. 
 
Gambar 6. Pemberian Tanda pada Petridisk (Kurnia et. al., 2014 di dalam 
wulandari 2018) 
Keterangan :    A = Antagonis 
  P = Patogen 
6) Mengambil isolat jamur endofit dan Colletotrichum sp yang sudah disiapkan 
dengan bor gabus pada bagian tepi koloni. 
7) Meletakkan potongan jamur endofit pada media PDA dengan jarak 2 cm dari 
tepi petridisk (diberi tanda A), dan Colletotrichum sp juga diletakkan pada 
media PDA yang sama dengan jarak 2 cm dari tepi petridisk (diberi tanda P), 
sebagai perlakuan antagonis. 
8) Mengulangi langkah diatas (masing-masing jamur pada media yang berbeda) 
sebagai kontrol. 
9) Mengamati pertumbuhan koloni untuk masing-masing jamur hingga terjadi 
kontak antara jamur antagonis dan patogen. 
10) Mengukur jari-jari koloni jamur pada petridisk perlakuan dan control metode 
(Kurnia et. al., 2014 di dalam wulandari 2018). 
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    (a)    (b) 
   Gambar 7. Pengukuran Jari-jari Koloni 
(a) Perlakuan antagonis   (b) Perlakuan control 
G. Interaksi  Jamur  Endofit  Terpilih  Dengan Patogen 
 Bentuk interaksi dilakukan dengan  cara  menanam  satu   jenis isolat jamur 
endofit dan isolat jamur patogen setelah di lakukan inkubasi kedua jamur akan 
berinteraksi  diambil  dengan bor gabus diletakkan pada kaca preparat  ditutup dengan 
cover glass dilihat bentuk interaksinya dengan perbesaran 400x metode Hutabalian et. 
al. (2015). 
3.5 Variabel Pengamatan 
3.5.1 Pengamatan di Laboratorium 
1) Identifikasi Jamur Endofit di Laboratorium 
Pengamatan karakteristik makrokopis dilakukan secara visual terhadap 
masing-masing isolat pada medium PDA 7 hari setelah inkubasi (hsi), yang meliputi : 
warna miselium, bentuk miselium, pola sebaran koloni, warna koloni atas dan bawah. 
Pengamatan karakteristik mikrokopis dilakukan terhadap isolat yang telah diinkubasi 
selama 7 hari. Pada media PDA dengan metode preparat basah dan menggunakan 
mikroskop binokuler sebagai berikut : hifa, konidiofor, konidia. 
R1 
R1 
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2) Uji Hipovirulensi 
 Metode  yang digunakan  yaitu  menurut  (Ichielevichauster  et. al.  dalam  
Worosuryani  et. al. 2006)  dengan  modifikasi. Uji hipovirulensi menggunakan benih 
tanaman sorgum. Isolat  murni cendawan ditanam pada media PDA dalam botol  
kultur  dan  diinkubasi  selama  tiga hari.  Selanjutnya,  tiga  benih  sorgum ditanam  
pada  tiap  biakan  cendawan tersebut dan diinkubasi 14 hari. Kontrol  dibuat  dengan  
menaman  benih pada  media  tanpa  penambahan  patogen. Pertumbuhan  benih 
sorgum  diamati  setiap  hari.  Indeks keparahan  penyakit  pada  hasil perkecambahan  
sorgum dideterminasikan  dengan  skor  individual hasil modifikasi Worosuryani et. 
al. (2006) sebagai berikut: 
....................(1) 
Keterangan : 
 DSI  =   Disease  Severity  Index  (Indeks Keparahan Penyakit) 
 N   =   Nilai  tingkat  keparahan  penyakit masing-masing individu 
 Z   =   Jumlah individu yang digunakan 
Nilai Tingkat keparahan penyakit:  
0  =  Sehat  dan  tidak  ada  infeksi  pada hipokotil,  
1  =   Satu  atau  dua  bercak  coklat  muda <0,25 cm,  
2  =   Bercak coklat muda <0,5 cm dan area kebasahan <10% pada hipokotil,  
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3  =   Bercak  coklat  muda  sampai  tua  >1,0 cm  dan  kemudian  bergabung  dengan 
bercak  lainnya  dan  daerah  kebasahan 10%<x<100%  pada  hipokotil  (daun 
belum  layu  dan  hipokotil  masih  tegar dan putih,  
4  =   Hipokotil bercak hitam, daun layu, dan bibit mati. 
 Worosuryani  et. al. (2006) melaporkan  isolat  yang  tidak menyebabkan  
gejala  penyakit  atau menunjukkan  sedikit  gejala  (DSI<2,0) pada  perkecambahan  
sorgum dikategorikan sebagai isolat hipovirulen. Sneh et. al. (2004) juga 
mengklasifikasikan virulensi  isolat  cendawan  atas  lima kategori  berdasarkan  nilai  
DSI  dan gejalanya.  Isolat  dengan  nilai  DSI  0-0.3 dikategorikan  sebagai  isolat  
tidak  virulen atau bersifat hipovirulen. Nilai DSI 0.4-0.9 dengan  kategori  virulensi  
rendah,  1-1.9 dengan  kategori  moderat,  2-2.9  dengan kategori virulen, dan 3-4 
dengan kategori sangat virulen. 
3) Persentase Hambatan Pertumbuhan % 
Persentase daerah hambatan pertumbuhan jamur patogen dan endofit dapat 
diketahui dengan rumus (Kurnia et. al., 2014 di dalam wulandari 2018) sebagai 
berikut: 
   Z = 
𝑹𝟏−𝑹𝟐
𝑹𝟏
 x 100 %   ………………..(2) 
Keterangan : 
Z = Persentase penghambatan 
R1 = Jari-jari patogen tanpa antagonis (pada control) 
R2 = Jari-jari patogen dengan antagonis 
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4) Bentuk Interaksi 
 Pengamatan bentuk interaksi jamur antagonis tinggi  dengan  patogen  
dilakukan ketika  kedua  ujung  miselium  jamur endofit  dan  jamur patogen  
bertemu. Pengamatan  dilakukan  dengan  cara kaca  objek  diangkat,  selanjutnya 
ditetesi  dengan  aquades  steril  dan ditutup dengan kaca penutup. Kaca preparat 
tersebut  kemudian  diamati  dengan mikroskop perbesaran 40 x 10 dengan 
mengamati  bentuk  interaksi  antara jamur  endofit  dan  jamur patogen modifikasi  
metode  Kurnia  et. al., (2014). 
3.6 Analisis Data 
 Analisis data dilakukan secara deskriptif dan mengeksplorasi jamur endofit 
dari jaringan akar, batang daun dan jamur patogen yang terdapat pada daun tanaman 
sorgum. Analisa deskriptif dilakukan dengan cara mendeskripsikan atau 
menggambarkan data yang telah terkumpul sehingga diperoleh kesimpulan yang 
mendukung hipotesis. 
